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@ Testtrdger fiir die analytische Bestimmung eines Bestandteils einer Probenfliissigkeit.

) Testirdger fir die analytische Bestimmung eines Bestandteils einer Probenflissigkeit mit Hilfe einer
spezifischen Bindungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspariner. Eine Mehrzahl von Testschichten ist so
angeordnet, dap sie von der Fliissigkeit nacheinander benetzt werden und einen Fliissigkeitstransportweg bilden,
wobei eine der Testschichten eine Fixierungsschicht (18) ist, die eine pordse Trigermatrix aufweist. An dieser ist
der erste der beiden Bindungspartner fixiert. Die Fixierungsschicht (18) wird auf dem Testirdger (10) von der
Fliissigkeit, die den zweiten Bindungspartner enthlt, senkrecht zu ihrer Oberfliche durchstrGmt.

Eine weitgehend vollstdndige Bindungsreaktion in auBerordentlich kurzer Zeit wird beim Durchstrdmen der
vorzugsweise sehr diinnen Fixierungsschicht (18) dadurch erreicht, daB als Trigermatrix eine mikroporSse
Kunststoffschicht mit einer Porengréfe P von mindestens 0,01um verwendet wird, wobei zugleich die GrdBe D
des zweiten Bindungspariners und die Porengr6fe P der Kunststoffschicht so aufeinander abgestimmt sind, daf
die PorengrdBe P mindestens zwei und hchstens zehn mal so groB wie die GroBe D des zweiten Bindungspari-
ners ist.
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Die Erfindung betrifft einen Testirdger flir die analytische Bestimmung eines Bestandteils einer
Probenfllissigkeit mit Hilfe einer spezifischen Bindungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspartner mit einer
Mehrzahl von Testschichten, die so angeordnet sind, daB sie von der Flissigkeit nacheinander benetzt
werden und einen Fliissigkeitstransportweg bilden.

Qualitative und quantitative analytische Bestimmungen werden vielfach mit Hilfe von Testtrdgern
durchgefiihri. Dabei sind kapillaraktive Testschichten, welche Ublicherweise aus saugfidhigen Schichtmate-
rialien wie Papieren, Viiesen oder pordsen Kunststoffen bestehen, in verschiedener Anordnung auf oder an
einem Basiselement derart befestigt, daB sie nacheinander von der Fliissigkeit durchsirémt werden. Die
Testschichten enthalten Reagenzien, die man insgesamt als Reagenzsystem bezeichnet und deren Reak-
tion mit der Probe zu einem Nachweissignal in Form einer physikalisch nachweisbaren Verdnderung,
insbesondere einer Farb&nderung in einer Nachweisschicht flinhrt.

Testirdger sind in verschiedenen ZuBeren Gestaltungen bekannt. Von praktischer Bedeutung sind
insbesondere streifenfdrmige Testtrdger, bei denen ein Kunststoffstreifen das Basiselement bildet, auf dem
die Testschichten befestigt sind, sowie Testirdger in Form quadratischer Pidttchen, bei denen die Test-
schichten in einem Rahmen eingerahmt sind. in der angelsichsischen Literatur werden sie als "test
carriers™, vielfach auch als "solid state analysis elements” bezeichnet.

Auch flir Testverfahren, die auf einer spezifischen Bindungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspartner
beruhen, sind schon zahlreiche Testirdger vorgeschiagen worden. Spezifische Bindungsreaktionen in
diesem Sinne sind insbesondere immunologische Interaktionen, also Wechselwirkungen zwischen Antige-
nen bzw. Haptenen einerseits und AntikOrpern andererseits. Es kdnnen jedoch auch andere spezifische
bioaffine Wechselwirkungen verwendet werden, wie Biotin-Sireptavidin, Lektin-Zucker oder eine Wirkstoff-
Rezeptor-Wechselwirkung. Im folgenden wird ohne Beschrinkung der Alilgemeinheit beispielhaft auf immu-
nologische Wechselwirkungen Bezug genommen.

Bei solchen Tests stellt sich -unabhingig von dem Verfahrensgang im einzelnen- vielfach die Aufgabe,
den bei einer Bindungsreaktion gebundenen Anteil von dem nichtgebundenen Anteil zu trennen (bound/free-
Trennung, B/F-Trennung). Dies erfolgt bei konventionellen immunologischen Tests durch aufwendige
Wasch- und Absaugschritte. Bei frigergebundenen Tests wird vielfach eine Fixierungsschicht fir die
Trennung verwendet, die eine por8se Tragermatrix aufweist, an der einer der beiden Bindungspariner der
spezifischen Bindungsreaktion fixiert ist. Die Fixierungsschicht ist auf dem TestirAger so angeordnet, daB
sie von der FlUssigkeit, welche den zweiten Bindungspariner enthilt, durchstrdmt wird. Beim Durchstrémen
findet die Bindungsreaktion statt, d.h. ein Teil des zweiten Bindungspartners wird an den frégerfixierten
ersten Bindungspartner aufgrund der spezifischen Bindungsreaktion gebunden und damit zugleich fixiert.
Der nicht gebundene Teil des zweiten Bindungspartners bleibt frei beweglich und strdmt weiter durch die
Fixierungsschicht in mindestens eine im Flissigkeitstransporiweg hinter der Fixierungsschicht angeordnete
saugféhige Schicht.

Diese Art der Durchfiihrung spezifischer Bindungsreaktionen einschlieBlich B/F-Trennung auf Testtrd-
gern erscheint einfach. thre Realisierung erweist sich jedoch als auBerordentlich anspruchsvoll. Ein erstes
Problem ist die lange Reaktionszeit spezifischer Bindungsreaktionen. Obwohl die friiher erforderlichen
Reaktionszeiten von vielen Stunden durch die Entwickiung besonders reaktionsschneller Bindungspartner
erheblich reduziert wurden, sind sie immer noch lang im Verhilinis zu der Zeit, die die Probenfliissigkeit
bendtigt, um eine Testschicht zu durchqueren.

Fir immunologische Analysen wurden deswegen Testirdger entwickelt, bei denen die Probenfliissigkeit
die Fixierungsschicht nicht senkrecht zu ihrer Oberfliche durchquert, sondern parallel zur Oberfliche der
Fixierungsschicht, also in deren Lingsrichtung, strdmt. Ahnlich einem Chromatographieverfahren steht
dadurch ein verh&linismaBig langer Weg (Ublicherweise mehrere Zentimeter) fiir den Ablauf der Bindungs-
reaktion und die B/F-Trennung zur Verfligung. Derartige Testiréger sind in den US-Patenten 4 361 537 und
4 861 711 beschrieben.

Diese Konstruktion ist jedoch aufwendig in der Herstellung. Die Handhabung wird durch die GroBe der
Testtrdger beeintrdchtigt. AuBerdem fiihrt der lange Kontakt der Probenfliissigkeit mit der Fixierungsschicht
dazu, daB eine teilweise Riickreaktion eintritt, bei der ein Teil des bereits gebundenen zweiten Bindungs-
partners sich von den Bindungsstellen wieder 16st.

Insofern ist eine Testtrdgerkonstruktion konzeptionell (iberlegen, bei der die Fixierungsschicht auf dem
Testirdger so angeordnet ist, daB sie senkrecht zu ihrer Oberfliche von der FlUssigkeit mit dem zweiten
Bindungspartner durchstrémt wird. Ein solcher Testtrdger ist beispielsweise in der EP-A-318 777 beschrie-
ben. Dabei miissen allerdings exireme Anforderungen erfiillit werden. Insbesondere ist die Reaktionszeit fiir
die immunologische Bindungsreaktion extrem kurz. Sie liegt typischerweise unter 10 sec. Dennoch soll, um
eine ausreichende Genauigkeit zu erreichen, eine méglichst vollstdndige Bindung (mehr als 90 %) erreicht
werden. Diese Anforderungen werden noch zusiizlich dadurch erhdht, daB bei modernen Analysetestira-
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gern mit extrem kieinen Probenmengen (typisch weniger als 30ul) gearbeitet wird und deswegen die
Fixierungsschicht extrem diinn (typische Dicke kleiner als 0,5 mm) ausgebildet ist.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, einen weitgehend vollstdndigen Ablauf der Bindungs-
reaktion und Abtrennung des gebundenen Anteils in klrzester Zeit, niimlich beim Durchstrdmen einer
Fixierungsschicht senkrecht zu ihrer Oberflache zu erm&glichen.

Die Aufgabe wird bei einem Testirdger der vorstehend definierten Art dadurch gelGst, daB die
Trigermatrix der Fixierungsschicht eine mikropordse Kunststoffschicht mit einer PorengroBe P von minde-
stens 0,01um ist, und die GrdBe D des zweiten Bindungspariners und die PorengrdBe P der Kunststoff-
schicht so aufeinander abgestimmt sind, daB die PorengroBe P mindestens zwei und h&chstens zehn mal
so groB wie die GroBe D des zweiten Bindungspartners ist.

Die Verwendung por8ser Kunststoffschichten als Trégermatrix flir immunologische Reagenzbestandieile
ist bekannt. Sie wird beispielsweise in der DE-A-33 29 728 erwdhnt, in der zahlreiche verschiedene
Materialien gegeniibergestellt werden. Speziell mit porésen Kunststoffmembranen als Tragermaterial fiir
immunologische Tests befassen sich die EP-A-194 578 und die EP-A-274 911. Auf die speziellen
Erfordernisse einer diinnen, senkrecht zu inrer Oberfliche durchstrdmten Fixierungsschicht wird dort jedoch
nicht eingegangen.

ErfindungsgeméB wird eine weitgehend vollstindige Bindungsreaktion in auferordentlich kurzer Zeit
beim Durchstrémen einer extrem diinnen Fixierungsschicht (Dicke vorzugsweise kleiner als 0,4 mm,
besonders bevorzugt kleiner als 0,25 mm) erreicht. Dies ist auf die Kombination der beanspruchten
MaBnahmen zurlickzufiihren:

- FEinerseits soll ein Minimalwert der PorengréBe P eingehalten werden.

- Andererseits wird mindestens eine der Grdfen (PorengréBe P und GréBe D des zweiten Bindungs-
partners) in Relation zu der anderen GrdBe so abgestimmt, daB die genannten Grenzwerte eingehal-
ten werden.

Die zweite Bedingung wird gemdB einer bevorzugten Ausflihrungsform dadurch realisiert, daB der
zweite Bindungspartner durch chemische Bindung auf ein im Vergleich zum Molekulargewicht seiner
monomeren Form erhdhtes Molekulargewicht vergréBert wird. Uberraschenderweise flihrt .diese VergroBe-
rung zu einer erheblich schnelleren und volistdndigeren Bindung, obwohl die Gesamtzahl der Bindungsstel-
len nicht erh&ht wird.

Die VergréBerung des zweiten Bindungspartners kann in der Weise realisiert werden, daB ein Oligomer
oder Polymer des zweiten Bindungspartners verwendet wird. Aggregate entstehen bei der Herstellung
solcher Reagenzien vielfach von selbst. Beispielsweise haben Konjugate aus Antikdrper und Enzym (AkE)
meist aktive Gruppen im Bereich der Briicke zwischen Enzym und AntikSrper. Bisher wurden, beispielswei-
se mit einem Molekularsieb, aus dem so entstandenen Gemisch mdglichst kleine Fraktionen ausgewéhit.
Ziel war es, sogenannte 1:1-Konjugate zu verwenden, bei denen jeweils ein AntikGrper mit einem Enzym-
molekiil konjugiert ist. Teilweise wurde sogar das Enzym durch Verwendung von FAB-Fragmenten noch
zusitzlich verkleinert, um eine mé&glichst hohe Empfindlichkeit zu erreichen.

Andere Mé&glichkeiten der VergrbBerung des zweiten Bindungspariners sind die Verwendung eines
polymeren Markierungsenzyms (beispielsweise bei der Herstellung von Antik8rper-Enzym-Konjugaten) oder
die Bindung an hinsichtlich der bioaffinen Wechselwirkung inerte Teilchen, beispielsweise Makromoleklle
oder Latex-Partikel.

Uberraschenderwsise hat sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigt, daB die mit der
GréBenzunahme des zweiten Bindungspartners verbundene verlangsamte Diffusion nicht zu einer ErhShung
der Reaktionszeit der Bindungsreaktion flihrt.

Es werden zahlreiche mikroporése Kunststoff-Schichimaterialien mit einer sehr gleichmagigen Poren-
gréBenverteilung angeboten. lhre Porengréfe wird Ublicherweise vom Hersteller angegeben. Fiir die
Erfindung sind insbesondere Polyvinyldiflorid, Polyamid, Polystyrol und Nitrocellulose als Schichtmaterialien
geeignet.

Der zweite Bindungspartner liegt notwendigerweise als Gemisch verschiedener TeilchengréBen vor. Die
Angabe der TeilchengréBe D bezieht sich auf den Mittelwert dieses Gemisches. Die TeilchengrBe in
diesem Sinne 148t sich durch Filtrationsversuche bestimmen, wobei eine Flissigkeit mit einer TeilchengrdBe
D im Sinne der Erfindung dadurch charakterisiert ist, da von einer mikropor&sen Kunststoffschicht mit
einer Porengréfe P = 1,5 D maximal 10 % der Teilchen zurlickgehalten werden, wéhrend von einer
mikropordsen Kunststoffschicht mit einer Porengr68e P = 0,67 D mindestens 90 % der Teilchen
zurlickgehalten werden.

Die Bindung des ersten Bindungspartners an die mikropordse Kunststoffschicht kann nach den Ublichen
Verfahren erfolgen. Dabei werden Ublicherweise durch Anifzen reaktive organische Gruppen an der
Kunststoffoberfliche erzeugt, an die beispielsweise Antigene und AntikSrper kovalent gebunden werden



10

15

20

25

30

35

45

50

55

EP 0 457 123 A2

kdnnen. Derartige Verfahren werden beispielsweise in den eingangs genannien Literaturstellen beschrieben,
auf die hier insoweit Bezug genommen wird.

Die Erfindung wird im folgenden anhand von in den Figuren schematisch dargestellten Ausfiihrungsbei-
spielen ndher erldutert. Es zeigen:

Fig. 1 einen Querschnitt durch die Schichtenfolge eines mehrschichtigen Testirdgers,
Fig. 2 eine alternative Ausfiihrungsform eines Testtrdgers in perspekiivischer Darstellung.

Die in Fig. 1 dargestelite Schichtenfolge eines erfindungsgem&Ben Testirdgers 1 besteht aus einer
Basisschicht 2 aus einem durchsichtigen Kunststoffmaterial, einer Farbnachweisschicht 3, einer Fixierungs-
schicht 4, einer Strdmungskontrolischicht 5 und einer Konjugatschicht 6. Die Schichten 3-6 sind auf der
Basisschicht 2 derartig befestigt, daB sie in vollflichigem Kontakt zueinander stehen, der einen gleichmisi-
gen Flissigkeitsiibertritt in Richtung quer zur Schichtenoberfliche ermdglicht. Die dadurch gebildete
Fliissigkeitstransportstrecke ist mit dem Pfeil 7 bezeichnet.

Die Funktion des beispielhaft dargestellten Testirdgers wird anhand eines Testablaufs erldutert, der
dem immunenzymometrischen Testprinzip nachgebildet ist. Soll beispielsweise ein in der Probe enthaltenes
Antigen (Ag) bestimmt werden, so l4uft die Analyse folgendermaBen ab.

Ein Tropfen Probe, beispielsweise Blut, wird auf die Konjugatschicht 6 aufgegeben und breitet sich
darauf aus. Die Schicht 6 dient dabei als Fliissigkeitszufuhrschicht, fiir die auf der Fliissigkeitstransport-
strecke 7 nachfolgenden Schichten.

In der Konjugatschicht 6 ist ein enzymatisch markierter AntikSrper (Ak) flir das Ag im UberschuB
gegeniiber der maximalen Ag-Konzentration in der Probe enthalten. Das Antikdrper-Enzym-Konjugat (AKE)
wird von der eindringenden Probenfliissigkeit gelGst. Dabei bilden sich Komplexe zwischen dem AkKE und
dem Ag, die mit Ag-AkE bezeichnet werden. Da das AKE im UberschuB vorhanden ist, bleibt bei Einstellung
des Gleichgewichis freies AKE Ubrig.

Die Strmungskontrollschicht 5 dient dazu, den Zeitpunkt des Flissigkeitstibertritis von der Konjugat-
schicht 6 in die Fixierungsschicht 4 zu kontrollieren. Sie kann insbesondere als verzdgert I&sliche
Sperrschicht ausgebildet sein, wobei sie aus einem von der Fliissigkeit nur langsam aufgelsten schichtbil-
denden Material besteht. Diese Verfahrensweise ist bekannt und muf hier nicht niher erldutert werden.
Durch die Strémungskontrolischicht 5 148t sich erreichen, daB die Komplexbildung zwischen Ag und AkE in
der Konjugatschicht 6 praktisch abgeschlossen ist, bevor die Fliissigkeit in die Fixierungsschicht 4 eindringt.
Es soll jedoch betont werden, da die Stromungskontrollschicht optional ist.

Die Fixierungsschicht 4 dient dazu, das den weiteren Nachweis stSrende AKE durch immunologische
Bindung zu beseitigen. Sie enthilt das Ag oder ein Analogon hierzu (eine andere mit dem Antik&rper
spezifisch bindungsfdhige Substanz) in trigerfixierter Form. Beim Durchsirdmen der Fliissigkeit durch die
Fixierungsschicht 4 bindet das nichtkomplexierte AKE mit dem trigerfixierten Ag(f), wahrend die Ag-AkE
Komplexe ungehindert weiterstrémen kdnnen. Dadurch wird die gewlinschte Abtrennung erreicht.

Die enzymatisch markierten Komplexe dringen in die Nachweisschicht 3 ein, welche ein farbbildendes
Substrat S fir das Markierungsenzym E enthdlt. Durch die Reaktion zwischen Enzym und Substrat 4ndert
sich dessen Farbe und die Farbbildung ist ein Nachweis fiir die Konzentration des Analyten Ag.

Da das Substrat in der Nachweisschicht 3 im Regelfall [&slich ist, besteht das Risiko, daB es aus der
Schicht 3 in die Schicht 4 und mdglicherweise sogar in die Schichten 5 und 6 diffundiert, nachdem es von
der Probe geldst worden ist. Dabei kommt es mit Markierungsenzym E in Kontakt, welches nicht fiir die
Analyse charakteristisch ist. Dies kann zu einer Verfdlschung des MeBergebnisses fiihren, wenn die
Farbbildung von der Auswertungsseite 8 her wahrnehmbar ist. Um dies zu verhindern, ist die Farbnachweis-
schicht 3, beispielsweise durch Einlagerung von TiOz, optisch undurchlissig gestaltet. Es kann auch
zwischen den Schichten 3 und 4 eine spezielle flissigkeitsdurchldssige strahlungsbiockierende Schicht 3a
vorgesehen sein, die in der Figur gestrichelt angedeutet ist.

Das geschilderte Testprinzip ist bekannt und muB deshalb nicht weiter erldutert werden. Es ist fiir den
erfindungsgeméBen Testirdger bevorzugt, wobei selbstverstindlich in analoger Weise ein in der Probe
vorhandener Antikdrper bestimmt werden kann, wenn in der Schichienfolge des Testirdgers jeweils
AntikSrper und Antigen gegeneinander vertauscht werden.

Die Erfindung ist jedoch nicht auf ein solches Verfahren beschrinkt. Vielmehr kann sie unabhingig von
Einzelheiten des Verfahrensablaufes {iberall vorteilhaft eingesetzt werden, wo beim Passieren einer Fixie-
rungsschicht 4 auf sehr kurzer Strecke und in sehr kurzer Zeit eine praktisch vollstdndige Bindungsreaktion
zwischen einem trdgerfixierten Bindungspartner und einem mit der Probenfliissigkeit transportierten Bin-
dungspartner ablaufen soll.

Figur 2 zeigt eine besonders bevorzugte Ausflihrungsform, mit der eine Analyse in kurzer Zeit mit hoher
Genauigkeit und mit einer sehr klginen Probenmenge mdoglich ist.

Der Testtrdger 10 hat auf einer Basisschicht 11 eine Nachweiszone 12, auf der die Testschichten
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angeordnet sind, die die Flussigkeitstransportstrecke bilden.

In einer Probenaufgabezone 13 ist unter einem Abdecknetz 14 eine Erythrozytenabirennschicht 15
vorgesehen. Eine zwischen dieser und der Basisschicht 11 angeordnete Konjugatschicht 16 verlduft von der
Probenaufgabezone 13 in eine Auswertezone 17 parallel zur Oberfliche der Basisschicht 11. In der
Auswertezone 17 ist eine Fixierungsschicht 18, eine optische Sperrschicht 19 und eine Farbnachweisschicht
20 derartig befestigt, daB sie im dargestellten Ausgangszustand des Testtrdgers 10 nicht in Fluidkontakt zu
der als Flussigkeitszufuhrschicht dienenden Konjugatschicht 16 stehen, jedoch durch externe Manipulation
in Flissigkeitskontaki zu dieser gebracht werden kénnen. Im dargesteliten Fall ist dies einfach dadurch
realisiert, daB die Schichten 18,19 und 20 jewsils mit einer Kante mittels eines Schmelzkleberstreifens 21
derartig an der Basisschicht 11 befestigt sind, daB sie im Ausgangszustand des Testirdgers klappenartig
schrdg nach oben von der Konjugatschicht 16 abstehen. Auch diese insgesamt mit 22 bezsichnete
Konstruktion eines Strémungskontrollelements als Klappe ist bekannt und muB im einzelnen nicht néher
erlautert werden.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung erweist sich die dargestellte Schichtenfolge der
separaten Schichten 18,19 und 20 als besonders vorteilhaft. Die Fixierungsschicht 18 kann erfindungsge-
m&B auBerordentlich diinn, vorzugsweise weniger als 0,5 mm, besonders bevorzugt sogar weniger als 0,25
mm dick sein. Dadurch nimmt sie nur wenig Probenfliissigkeit auf. Die Farbnachweisschicht 20 besteht aus
einer Trigerfolie 20a und aus einer Reagenzfilmschicht 20b, die auf die in der Konjugatschicht 16
zugewandte Seite der Trégerfolie 20a beschichtet und ebenfalls auBerordentlich diinn (Schichidicke weniger
als 200um) ausgebildet ist. Dies erlaubt einen intensiven Farbnachweis mit einer geringen Probenmenge.
Voraussetzung flr eine ungesiGrie Auswertung der Farbbildung ist dabei eine vollsténdig lichtundurchi&ssi-
ge optische Sperrschicht 19. Wegen des geringen Fliissigkeitsbedarfes der Schichten 18 und 20b kann die
optische Sperrschicht 19 ausreichend dick (Schichtdicke mindestens 50wm) ausgebildet werden, ohne den
Gesamtbedarf an Probenflissigkeit tiber den gewlinschten Grenzwert (im Beispielsfall 30ul) ansteigen zu
lassen. Die optische Sperrschicht kann auch unmittelbar auf die Reagenzfilmschicht 20b beschichtet sein,
wodurch sich eine weitere Verminderung der Fliissigkeitsaufnahme ergibt.

Der Testablauf entspricht dem zuvor im Zusammenhang mit Fig. 1 beschriebenen, wobei die Schicht 15
daflir sorgt, daB die Erythrozyten aus dem Blut abgetrennt werden, so daf sie die nachfolgenden
Reaktionsschriite (insbesondere den Farbnachweis in der Schicht 20) nicht mehr stdren kdnnen.

Die dargestellte Konstruktion mit einer Klappe erlaubt eine noch zuverlédssigere zeitliche Trennung der
einzelnen Reaktionsschritte als bei der Ausflihrungsform gemiB Fig. 1. Dies ist von besonderem Vorteil in
Verbindung mit der hervorragenden Trennwirkung der erfindungsgeméBen Fixierungsschicht 18, weil
beispielsweise bei dem geschilderien Reaktionsablauf vor dem Andriicken der Klappe 18,19,20 gegen die
Konjugatschicht 16 ein erster Reaktionsschriit vollsténdig und kontrolliert ablaufen kann, wahrend die
nachfolgende Abtrennreaktion mit Hilfe der Fixierungsschicht 18 schnell und dennoch volisténdig ablduft. In
der Praxis bedingt die Konstruktion mit einer klappenartig befestigten Fixierungsschicht allerdings, da8 die
Fixierungsschicht 18 in auBerordentlich kurzer Zeit (typischerweise weniger als 10 sec.) durchstrémt wird.
Dennoch wird erfindungsgem&B eine ausreichende Trennwirkung erreicht, wie im folgenden anhand von
Ausflihrungsbeispielen belegt wird.

Beispiel 1:

Es werden drei Muster A,B,C von Tesitrdgern geméB Fig. 2 hergestellt, die sich nur hinsichtlich der
Porengr6fie P der Fixierungsschicht 18 und der Teilchengréfe D des Konjugats in der Konjugatschicht 16
voneinander unterscheiden.

Die Konjugatschicht besteht aus einem Glasfaservlies, welches zur Erleichterung der AblGsung mit
Polyvinylalkohol beschichtet ist. Diese Schicht wird bei Muster A mit einem Anti-Theophyllin-AntikSrper-
BGalaktosidase-Konjugat (Molekulargewicht M ca. 15 MDa, GroBe D = ca. 0,08um) in einer Aktivitdt von
150 mU/cm? getrankt. Bei Vergleichsmuster B und C wird ein niedermolekulares Konjugat (M ca. 0,7 MDa,
Grépe D = ca. 0,015um) in gleicher Aktivitit eingesetzt.

Die Fixierungsschicht 18 besteht bei den Mustern A und B aus einem mikropor&sen Kunststoff mit einer
Porengrofie P = 0,2um. Diese Tragermatrix ist kovalent beladen mit einem Theophyllin-Polyhapten (Protein
belegt mit Theophyllin) mit einer Beladungsdichte von 50ug/cm?. Bei einem Vergleichsmuster C wird eine
in ihren Ubrigen Eigenschaften identische Matrix mit einer PorengréBe P = 1,2um verwendet.

Die Nachweisschicht und die optische Sperrschicht bestehen aus einem Dispersions-Reagenzfilm unter
Verwendung von Propriofan (Warenzeichen der BASF AG) als Filmbildner, in den Chlorphenolrotgalaktosid
als farbbildendes Substrat eingebetiet ist. Die optische Sperrschicht besteht aus Titandioxid, welches
unmittelbar auf die Farbnachweisschicht beschichtet ist.
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Mit den drei Mustern wird Serum bzw. Blut mit insgesamt sechs verschiedenen Konzentrationen an
Theophyllin untersucht, wozu das kommerziell erhililiche Gerdt Reflotron (Warenzeichen der Boehringer
Mannheim GmbH) eingesetzt wird. Die Klappe 20 wird dabei mit einer an diesem Ger&t vorhandenen
Mechanik gegen die Flissigksitszufuhrschicht 16 gedrlickt, wobei die VerschluBzeit 0,3 sec. betrdgt. Diese
Zeit ist ein ungefdhres Maf flr die Zeit, in der die Fixierungsschicht 18 durchstrémt wird.

Beim Reaktionsablauf wird folgende zeitliche Folge eingehalten:
Vorreaktionszeit (LOsung des Konjugats und Komplexbildung mit dem Antigen in der Probe): 120 sec,
danach Schliefen der Klappe;
Messung der Farbbildung nach 120 sec.

Dabei ergeben sich folgende Resuitate:

Theophyllin Muster A Muster B Muster C

mg/L FRem %Rem %Rem

0 61,3 43,2 38,7

5 47,5 33,0 27,9

10 43,0 31,5 27,0

15 38,8 30,3 26,7

25 32,7 30,7 26,6

39 30,1 30,5 27,6

% Rem = Diffuse Reflexion, bezogen auf einen weifen
Standard.

Es zeigt sich, daB mit dem erfindungsgeméBen Muster A ein Signalhub von insgesamt 30 % Rem
erreicht wird, wihrend bei den Vergleichsmustern erheblich schlechtere Werte (ca. 13 % bzw. 11 %)
beobachiet werden. Der hohe Signalhub erlaubt bei gegebener Genauigkeit der optischen Auswertung eine
hohe Prédzision der Analyse. Bei den Vergleichsversuchen ist die Genauigkeit erheblich schlechter. Im
Bereich hdherer Konzentrationen der Probe ist dabei keine sinnvolle Auswertung mdglich.

Beispiel 2:

Es werden zwei Muster D und E von Testirdgern gemiB Fig. 2 hergestellt, welche abgesehen von den
folgenden Besonderheiten dem Beispiel 1 entsprechen.

In die Konjugatschicht 16 ist zusitzlich biotinyliertes Theophyllin (Theophyllin-8-Carboxypropyl-Biotin)
mit einer Konzentration von 0,5 wg/ml impragniert. Im Ubrigen entspricht die Schicht 15 bei Muster D der
Schicht 15 von Muster A (hochmolekulares Konjugat) und bei Muster E dem Muster B und C
(niedermolekulares Konjugat) in Beispiel 1.

Die Fixierungsschicht 18 hat sowohl bei Muster D als auch bei Muster E eine PorengrdBe P = 0,65um.
Sie ist kovalent beladen mit Streptavidin mit einer Beladungsdichte von ca. 20 wg/cm?.

Mit beiden Mustern wird Serum mit verschiedenen Konzentrationen an Theophyllin vermessen. Die
MeBtechnik ist die gleiche wie bei Beispiel 1, jedoch wird die Klappe langsamer geschlossen. Durch eine
Verschlufzeit von 8 sec. wird sichergestellt, daB das Sireptavidin nach dem Kontakt mit der Probenfliissig-
keit in ausreichendem MagBe renaturiert wird.

Das Testprinzip weicht in diesem Fall von dem im Zusammenhang mit Fig. 2 und Beispiel 1
beschriebenen Testprinzip ab. In der Konjugatschicht 15 verdrdngt das Ag aus der Probe das biotinylierte
Antigen (B-Ag) aus seiner Bindung mit dem Antikdrper-Enzym-Konjugat (AKE). Es bilden sich Komplexe B-
Ag-AkE und Ag-AKE, wobei die Konzentration der letztgenannten Komplexe umso h&her ist, je mehr Antigen
in der Probe war.

Nach Schliefen der Klappe 22 dringen beide Komplexe in die Fixierungsschicht 18 ein, wobei die
biotinhaltigen Komplexe an das Streptavidin binden und dadurch festgehalten werden. Auch in diesem Falil
ist die Farbbildung in der Farbnachweisschicht 20 ein MaB fir die Antigenkonzentration.

Im Beispielsfall resultieren folgende Ergebnisse:
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Theophyllin Muster D Muster E
mg/L %Rem $Rem

0 55,9 38,3

5 48,8 35,7

10 43,8 32,5

20 39,5 30,7

30 - 30,4

40 31,7 -

Es wird deutlich, daB das erfindungsgem&Be Muster D einen wesentlich hdheren Signalhub als das

Muster E erzeugt.

Patentanspriiche

1.

Testtrdger flr die analytische Bestimmung eines Bestandteils einer Probenfliissigkeit mit Hilfe einer
spezifischen Bindungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspartner

mit einer Mehrzahl von Testschichten, die so angeordnet sind, daB sie von der Fliissigkeit nacheinan-
der benetzt werden und einen FlUssigkeitstransportweg (7) bilden,

wobei eine der Testschichten eine Fixierungsschicht (4,18) ist, die eine pordse Trdgermatrix aufweist,
an der der erste der beiden Bindungspartner fixiert ist,

wobei die Fixierungsschicht (4,18) auf dem Testirdger (1,10) so angeordnet ist, daB sie von der
Flussigkeit, welche den zweiten Bindungspartner enthdlt, senkrecht zu ihrer Oberflache durchstromt
wird, und

wobei mindestens eine saugféhige Schicht (3,19,20) im Flissigkeitstransporiweg (7) hinter der Fixie-
rungsschicht (4,18) vorgesehen ist,

dadurch gekennzeichnet, daB

die Trégermatrix der Fixierungsschicht (4,18) eine mikroporése Kunststoffschicht mit einer Porengréfe
P von mindestens 0,01um ist, und

die GroBe D des zweiten Bindungspariners und die Porengréfie P der Kunststoffschicht so aufeinander
abgestimmt sind, daB die Porengréfie P mindestens zwei und hdchstens zehn mal so grof wie die
GroBe D des zweiten Bindungspartners ist.

Testirdger nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der zweite Bindungspartner durch
chemische Bindung auf ein hdheres Molekulargewicht vergrdBert ist, als seiner monomeren Form
entspricht.

Testtrdger nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da der zweite Bindungspartner ein Oligomer
oder Polymer der monomeren Form ist.

Testirdger nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der zweite Bindungspariner durch
chemische Bindung mit einem hinsichtlich der bioaffinen Bindungsreaktion inerten Bindungspariner
vergrdBert ist.

Testirdger nach einem der vorhergehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, daB der erste
Bindungspartner Streptavidin und der zweite Bindungspartner Biotin enthilt.

Testtrdger nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB in dem FlUssigkeitstransportweg hinter
der Fixierungsschicht (18) eine Farbnachweisschicht (20) und zwischen der Fixierungsschicht (18) und



10

15

20

25

30

35

45

50

55

10.

11.

EP 0 457 123 A2

der Farbnachweisschicht (20) eine optische Sperrschicht (19) angeordnet ist.

Testtrdger nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Dicke der
Fixierungsschicht kleiner als 0,5 mm, insbesondere kleiner als 0,25 mm ist.

Testtrdger nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Fixie-
rungsschicht ein Srdmungskontrollelement (5,22) zugeordnet ist, durch das der Zeitpunkt des Durch-
strdmens der ProbenflUssigkeit durch die Fixierungsschicht steuerbar ist.

Testtrdger nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Fixierungsschicht (18) an dem
Testirdger (10) derart befestigt ist, daB sie im Ausgangszustand des Testtrdgers (10) nicht in
Fluidkontakt zu einer in dem Flussigkeitstransporiweg vorgelagerten Fliissigkeitszufuhrschicht (16)
steht, jedoch in Fluidkontakt mit der Flissigkeitszufuhrschicht (16) bringbar ist.

Testtrdger nach Anspruch 9 in Verbindung mit Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die
Fixierungsschicht (18), die optische Sperrschicht (19) und die Farbnachweisschicht (20) in dieser
Reihenfolge klappenartig liber der Flussigkeitszufuhrschicht angeordnet sind.

Testtrdger nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Fixierungs-
schicht (18) aus Polyvinyldifluorid, Polyamid, Polystyrol oder Nitrocellulose besteht.
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